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RESUMO

O aproveitamento de aguas residuarias é uma alternativa bastante difundida na atualidade. Uma das formas de
retso é na atividade piscicola, considerando-se que os efluentes das EstacGes de Tratamento de Esgotos do
tipo lagoas de estabilizacdo sdo fontes ricas em nutrientes que podem ser aproveitados pelos peixes.
Entretanto, algumas restricbes se apresentam com relacdo a qualidade dos animais para aproveitamento na
alimentacdo humana. Esgotos domeésticos urbanos tratados se constituem como recursos estratégicos, de
importancia social e econdmica, e 0s peixes sdo considerados como excelentes bioindicadores de polui¢éo da
agua, nos processos de monitoramento do ambiente aquatico. Além do mais, os agentes quimicos presentes no
tratamento com aguas residuarias, a exemplo do oxigénio e de compostos com cloro, sdo conhecidos como
agentes genotoxicos e/ou mutagénicos. Assim sendo, o presente estudo objetivou a avaliagdo da ocorréncia de
mutagenicidade e anormalidades nucleares em eritrocitos de Oreochromis niloticus (tildpias do Nilo),
cultivadas em esgoto doméstico tratado, e em éagua tratada, por meio do teste de micronicleos, como
biomarcador dos riscos de genotoxicidade. No delineamento experimental foram utilizados peixes dos
tratamentos: T-01(4gua tratada com oferta de ragdo); T-02 (esgoto tratado sem racdo e sem adicdo do air-lift);
T-03 (esgoto tratado sem ragdo, com auxilio do air-lift). Para as analises de microntcleos e de anormalidades
nucleares, tais como cariorrexe (fragmentacdo nuclear) e caridlise (dissolucdo nuclear) foram coletadas
amostras de sangue de 15 peixes do tratamento T-01; 27 peixes do tratamento T-02; 22 peixes do tratamento
T-03; 15 peixes para o controle negativo (dgua de poco artesiano) e 15 para o controle positivo (metabissulfito
de sodio). Foram avaliados 1000 eritrdcitos para cada peixe, em microscopia Optica. Os dados obtidos para a
frequéncia de micronGcleos em eritrocitos de tilapia ndo foram estatisticamente significativos para caracterizar
um quadro de mutagenicidade. Entretanto, dados significantes para anormalidades nucleares foram
identificados em eritrécitos das tilapias expostas aos tratamentos T-02 e T-03 em relacdo ao controle negativo.
Esses resultados sugerem, como acdo preventiva, o biomonitoramento da piscicultura em esgoto doméstico
tratado, em funcdo dos riscos de genotoxicidade, induzidos provavelmente pelos quimicos usados no
tratamento de aguas, e pelo estresse promovido no ambiente (esgoto) de cultivo, além da intensa aeragdo nos
tanques experimentais.

PALAVRAS-CHAVE: Agua residuéria, Biomarcadores, Genotoxicidade, Mutagenicidade, Piscicultura.
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A piscicultura realizada em esgotos domeésticos tratados por estagfes de tratamento de esgotos do tipo lagoas
de estabilizacdo tem alcancado resultados promissores, principalmente, quanto aos aspectos zootécnicos que
comprovam a capacidade nutricional do esgoto tratado na composicao da dieta de peixes, como as tilapias. Os
peixes sdo importantes indicadores de poluicdo da agua e o teste de micronucleos em tanques é um excelente
indicador para investigar muitas classes de compostos mutagénicos e contaminantes quimicos que atingem
essa populacdo de individuos, no ambiente aquatico. A utilizacdo dos eritrdcitos desses animais permite uma
rapida resposta sem sacrificio e sofrimento dos organismos utilizados no biomonitoramento (HOOFTMAN;
RAAT, 1982).

Varios biomarcadores tém sido usados para detec¢do da exposi¢do a genotdxicos em poluicdo de 4guas, e 0s
eritrocitos de peixes podem ser usados como marcadores sentinelas da exposi¢do a compostos mutagénicos
(BOMBAIL et al., 2001; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998). Os microndcleos sd0 cromossomos ou
fragmentos de cromossomos observados durante a anafase da divisdo celular, devido aos efeitos de agentes
aneugénicos (perda de cromossomos) e clastogénicos (quebras de cromossomos), que depois na teléfase déo
origem aos pequenos nucleos. Estudos vém sendo realizados para avaliagdo de quimicos mutagénicos ou
carcinogénicos em peixes (SANCHEZ-GALAN et al., 2001; RODRIGUEZ-CEA et al., 2003).

Danos ao DNA sdo considerados os principais eventos causados por agentes genotdxicos que levam as
mudancas hereditarias e ao desenvolvimento de doencas. Estes danos podem induzir & morte celular ou a
eventos mutacionais e, também, iniciar uma transformacdo maligna (MOUSTACCHI, 2000, apud,
FERREIRA; NEPOMUCENO, 2008). De acordo com Vargas et al. (2001) apud Ferreira; Nepomuceno,
(2008), o langamento de efluentes industriais em cursos hidricos imp&e significativo risco aos ecossistemas,
devido, principalmente, a sua composicdo quimica, contendo, em alguns casos, toxinas que podem ser
genotdxicas.

A formacdo de anormalidades nucleares, tais como células binucleadas, brotos, fragmentacdo (cariorrexe) e
dissolugdo nuclear (cariélise) em peixes foi descrita primeiramente por CARRASCO et al., (1990). Entretanto,
0s mecanismos dessas anormalidades ainda ndo estdo bem explicados, muito embora ja sejam consideradas
como indicadores de danos genotoxicos, facilmente identificadas com o teste de micronicleos (CAVAS;
KONEN, 2007). Considerando que o esgoto tratado por estagdes de tratamento de esgotos apresentam riscos
constantes da presenca de contaminantes de origens diversas, é fundamental que a utilizacdo de aguas
residudrias, principalmente na piscicultura, para producédo de proteina animal de qualidade, seja acompanhada
de testes para certificar a condicao sanitéaria do pescado produzido.

O presente estudo teve como objetivo a aplicagdo de biomarcadores de genotoxicidade, com o teste de
microntcleo, para avaliar os riscos de mutagenicidade em peixes Oreochromis niloticus (tilapias do Nilo)
cultivados em tanques experimentais, e abastecidos com esgoto tratado pela estacdo de tratamento ETE-Leste
em Teresina (PI). Por outro lado, a analise de qualidade da &guas do cultivo € investigada indiretamente pela
avaliacdo dos bioindicadores (peixes) de poluigdo, enquanto que a avaliacdo dos riscos de genotoxicidade
provocados por quimicos presentes nos tratamento é identificada na analise dos eritrocitos de peixes.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na unidade Experimental de ReUso, situada na area da Estacdo de
Tratamento de Esgotos da zona Leste de Teresina (ETE-Leste), de propriedade da Aguas e Esgotos do Piaui
S.A (AGESPISA), localizada no bairro Ininga, nos limites do campus universitario da Universidade Federal
do Piaui, as margens do Rio Poti. A estacdo de tratamento de esgotos ETE-Leste é um sistema de tratamento
biolégico composto por uma lagoa facultativa aerada mecanicamente, com uma area de 1,1 ha e profundidade
atil de 2,5 m, em série com duas lagoas facultativas de 3,5 ha e profundidade 2,0m, e duas outras de
maturagdo, com area de 3,4 ha e profundidades de 1,5m.

A Figura 1 apresenta uma vista aérea do conjunto de lagoas da ETE-LESTE e a organizacdo dos tanques na
piscicultura experimental.
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Figura 1 - Vista aérea ETE da zona Leste de Teresina e tanques experimentais.

A configuracdo da unidade experimental destinada ao cultivo de tilapias em esgoto doméstico no ambito deste
trabalho utilizou 03 tipos de tratamento com seis repeticdes cada, conforme apresentado na Figura 1 e
descricdo das seguintes hipdteses testadas: Tratamento T-01, com &gua tratada procedente da rede de
abastecimento d’agua da cidade, que foi utilizada para suprimento e renovacgdo do volume d’agua nos tanques
experimentais de n°(s):Tqg-01; Tg-02; Tg-03; Tg-04; Tqg-05; Tg-06; neste tratamento foi fornecida ragéo
comercial balanceada indicada para cada fase do desenvolvimento dos peixes; Tratamento (T-02), que utilizou
0 esgoto doméstico tratado por lagoas de estabilizagdo, para 0 abastecimento dos tanques experimentais de
n°(s): Tg-07; Tg-08; Tg-09; Tg-10; Tg-11; Tg-12; ndo foi fornecido qualquer tipo ou quantidade de racéo para
esse tratamento; Tratamento (T-03) - para esse tratamento foi repetido o mesmo protocolo adotado no
tratamento T-02, com a adi¢do de oxigénio gerado por sistema air-lift, abastecendo os tanques n°(s): Tg-13;
Tg-14; Tg-15; Tg-16; Tg-17; Tg-18.

Nos dezoitos (18) tanques experimentais foram estocados alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
revertidos sexualmente para machos, com utilizagdo do hormonio 17-o-metiltestosterona, e distribuidos em
lotes de 10 individuos por tanque (aproximadamente 3 alevinos /m2). O periodo de cultivo foi de 154 dias
(dezembro de 2009 a junho de 2010). Para o tratamento (T-03), que utilizou o esgoto tratado com aeracao
mecanica, foi projetado e implantado um sistema automatico para garantir o suprimento de ar nos tanques de
n°(s)13 a 18, no periodo noturno, em que se verifica uma maior reducdo na disponibilidade de OD. Este
sistema foi composto de 01 compressor radial da IBRAM, com motor elétrico trifasico de 1,3 CV de poténcia
e uma capacidade operacional de injetar até 1,7 m3/min de ar na rede de tubos PVC @25mm.

O teste de micronicleo foi realizado com adaptagGes no protocolo usado por Cavas; Koen (2007), para as
analises de micronucleos e de anormalidades nucleares, tais como cariorrexe (fragmentagdo nuclear) e
caridlise (dissolugdo nuclear). Foram coletadas amostras de sangue de 15 peixes do tratamento (T-01), 27 do
tratamento (T-02) e 22 do tratamento (T-03); 15 peixes foram avaliados no controle negativo (a4gua de poco
artesiano) e 15 para o controle positivo (metabissulfito de sédio). As amostras de sangue periférico das
branquias foram obtidas por puncdo (com seringa) na regido branquial, muito rica em vasos sanguineos. O
toque com o bisel da agulha nas laminas branquiais provoca um pequeno sangramento, do qual obtém-se uma
gota de sangue, usada na confeccdo do esfregaco sanguineo de duas laminas para cada peixe e, depois de
fixadas em etanol puro por 20 minutos, as laminas foram coradas em solu¢do de Giemsa a 10%, por 25
minutos.

Finalmente, foram avaliados 1000 eritrGcitos para cada peixe, em microscopia optica, com a objetiva de 100
X, na observacdo das laminas pelo Laboratdrio de Citogenética e Genética Toxicolégica da Universidade
Federal do Piaui. As andlises estatisticas dos parametros avaliados foram realizadas com o software BioEstat
4.0, utilizando a Anélise de Variancia — ANOVA, e o teste de Dunnett’s para significancia de 5,0 % (p < 0,05).

RESULTADOS

Os dados obtidos para a freqiiéncia de microntcleos em eritrocitos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
foram estatisticamente significantes (P<0,0001), somente no tratamento (T-02), em relagdo ao controle
negativo, e significante para P<0,05 em relacdo aos eritrocitos dos peixes do tratamento (T-01), conforme esta
demonstrado na Tabela 1 e Figura 2.
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Tabela 1- Avaliagdo da mutagenicidade em tildpias do Nilo criadas em tanques experimentais, para
diferentes tratamentos, com a aplicacéo do teste de micronlcleos em eritrécitos de sangue periférico.

Tratamento N e??t?éi%%gl % MN/1000 eritrécitos’
CN (4gua de pogo artesiano) 15 0,46 + 0,16 0,04 £ 0,01
CP peixes expostos ao metabissulfito de sédio | 15 4,7 +0,97 &**= 0,47 +£0,09 ****
Tratamento (T-01) (Agua sem Cloro) 15 0,7+0,18 0,07 £ 0,01
Tratamento (T-02) (esgoto tratado com cloro) | 27 4,6 % 0,720 00" () 46 + 0,07 kD0
Tratamento (T-03) (esgoto tratado + Ar | 22 2,0+0,44 0,20+ 0,04

(Oxigénio)

N (nGmero de peixes); T Média + Erro padrdo. ANOVA, Dunnett’s Multiple Comparison Test. SignificAncia em
? P<0,0001 em relagdo ao controle negativo e "***P<0,0001 e "*P<0,05 em relagdo aos tratamentos (T-01) e
(T-03); CN (Controle Negativo), CP (Controle Positivo) e MN (Micronicleos).
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Figura 2 - Micronlcleo em eritrocitos de Tildpias do Nilo em tanques, expostos a diferentes
tratamentos. N (nimero de peixes);' Média * Erro padrdo. ANOVA, Dunnett's Multiple Comparison
Test. Significancia em @ P<0,0001 em relagéo ao controle negativo e ****P<0,0001 e "*P<0,05 em relacio
aos tratamentos (T-01) e (T-03), respectivamente. CN (Controle Negativo), CP (Controle Positivo) e MN
(Micronucleos).

A Figura 3 apresenta uma fotomicrografia de micronicleo em eritrécitos de peixes. A significancia observada
ndo indica mutagenicidade em eritrdcitos de tilapia do Nilo, pois, segundo Heddler (1973) e Schmid (1975),
para 1.000 células por animal, a mutagenicidade pode ser observada se a frequéncia de microndcleos estiver
acima de 0,5%, aspecto ndo observado em qualquer dos tanques em estudo. Dessa forma, os dados ndo
indicam a presenca de substancias potencialmente mutagénicas adicionadas nos tratamentos em estudo. O
aumento da freqliéncia de micronicleos pode ser explicado por provaveis fatores relacionados ao estresse
ambiental, tais como a incidéncia de radiagdes UV e, especialmente, as radiacbes UVA, além das elevadas
temperaturas (SAYED et al., 2007).
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eritrécitos de sangue periférico de tilapias do Nilo.
Laboratdrio de citogenética e genética toxicologica.

Cabe também enfatizar que as tilapias deste experimento foram previamente revertidas para machos com a
utilizacdo de horménio na fase larval. Pandian; Sheela (1995), citados por Leonhart (1997), sugerem que 0s
residuos dos esteroides administrados sdo carcinogénicos e eventualmente poderiam afetar o consumo.
Entretanto, o esterdide 17-a-metiltestosterona é eliminado logo apds o término do tratamento (reverséo), ndo
sendo mais encontrado em peixes de até 1g, indicando ndo haver dano ao consumidor, j& que o peixe €é criado
muitos meses sem esterdides antes do abate (LEONHART, 1997).

Ferreira; Nepomuceno (2008), ao estudarem a polui¢do do rio Santa Catarina no municipio de Vazante (MG),
detectaram, por meio do teste do micronicleo em peixes denominados Bicuda (Boulengerella ssp), que as
elevadas concentracdes de agentes clastogénicos e aneugénicos presentes neste curso d’agua influiram
decisivamente na frequéncia de micronlcleos observados, tornando-as estatisticamente significativa se
comparadas com as frequéncias obtidas no grupo de controle.

Por outro lado, Adam et al., (2010) aplicaram o teste de micronlcleos em células sanguineas de peixes da
espécie Poecilia vivapara, provenientes do rio Belém, na cidade de Curitiba (PR), onde foram avaliados os
efeitos genotdxicos, identificados pela ocorréncia de micronicleos, em razdo da intensa atividade antrépica
na regido. As andlises para verificagdo da ocorréncia de metais revelaram elevadas concentra¢fes de zinco,
cobre e niquel, com importante repercussao no aumento da freqiiéncia de micronucleos, comparando-se com o
controle negativo do experimento.

Na Tabela 2 estdo apresentados dados significantes (P<0,001; P<0,01 e P<0,05) que foram identificados em
eritrdcitos das tilapias expostas aos tratamentos (T-02) e (T-03), respectivamente. Nas Figuras 4 (A) e 4 (B)
sdo mostradas formagdes de anormalidades nucleares, tais como células binucleadas, brotos, fragmentacéo
(cariorrexe) e dissolucéo nuclear (caridlise) em peixes, como foram descritas por Carrasco et al. (1990). Essas
anormalidades sdo consideradas como indicadores de danos genotdxicos, facilmente identificadas com o teste
de microndcleos, muito embora os mecanismos dessas anormalidades ainda ndo estejam bem explicados.
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Tabela 2-Avaliacdo de apoptose, pelas anormalidades nucleares cariorrexe e cariolise, em eritrocitos de
Tildpias do Nilo criadas em tanques experimentais em submetidos a diferentes tratamentos.

Cariorrexe/1000 Cariorrexe /1000 | Cari6lise/1000 Cariolise/1000
Tratam. | N | eritrécitos’ eritrécitos' (%) eritrocitos’ eritrécitos’
(%)

CN 15 1,4+£0,54 0,14 + 0,05 3,3 +0,75 0,32 + 0,07

CP 15 B,1 + 1,40%* 0,81 + 0,14 %** 15,40 +2,50°%** 1,50 + 0,25 ®**
(T-01) 15 B,70£ 1,00 0,31 +£0,10 3,13 +£0,92 0,31 + 0,09
(T-02) | 27 | 13,0+ 1,40%** D™D g 4 4.0 0 %x#xD""" 117 36 41 9paxxxb™"b 1y 73 4 () 192w b™"D
(T-03) |22 [1,47 0,30 0,14 + 0,03 13,29 + 1,84 2w 0™ 1,32 +0,18%%*

N (nimero de peixes); * Média + Erro padrdo. ANOVA, Dunnett’s Multiple Comparison Test. Significancia em *
P<0,0001 e **P<0,01 em relacdo ao controle negativo e "***P<0,0001 e ®**P<0,05 em relac&o ao tratamentos (T-
01); CN (Controle Negativo), CP (Controle Positivo) e MN (Microntcleos).

(A)

(B)

Figura 4- Fotomicrografia de eritrécitos de sangue periférico de Tilapia do Nilo. (A) células em
cariorrexe (B) células em caridlise.

Os dados relativos as anormalidades nucleares sugerem danos ao DNA, possivelmente originados pelo estress
oriundo das radiagBes UV e altas temperaturas, especialmente para o tratamento (T-03), pois, devido ao
superavit de oxigénio nos tanques, com intensa aera¢do mecanica, gerou-se um ambiente favordvel & producéo
de espécies reativas de oxigénio, as quais, provavelmente, ndo foram reparadas e 0s mecanismos para apoptose
foram observados pelo aumento das frequéncias de cariorrexe e de caridlise, apresentadas na Figura 5.

Pinheiro et a.l (2010), em estudo realizado com tambaquis, Colossoma macropomum, juvenis, expostos a agao
de metilmercudrio (MeHg), que é mais tdxico que o merclrio metalico, observaram que os micronucleos tipicos
em eritrocitos das amostras de sangue periférico dos peixes apresentavam baixo indice de freqiéncia,
semelhante ao grupo de controle, cujos individuos nédo foram expostos ao agente xenobiético. Entretanto, o
nimero de alteragdes morfonucleares foi estatisticamente significativo, confirmando que o MeHg é um
xenobidtico importante, por causar danos ao material genético dos organismos. Os resultados, além de
comprovarem a agcdo mutagénica do MeHg, reforcam a importancia do Teste do Micronicleo na avaliacdo de
efeitos genotdxicos em peixes.
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Figura 5- Avaliagdo apoptotica em eritrocitos de Tilapia do Nilo em tanques de agua com diferentes
tratamentos. ANOVA, Dunnett’s Multiple Comparison Test. Significancia em ® P<0,0001 e **P<0,01 em
relacdo ao controle negativo e ****P<0,0001 e "**P<0,05 em relacéo ao tratamento (T-01).

Acumulagdo de danos ao DNA pode ocorrer com o aumento do nimero de eventos que interferem na
estabilidade do DNA. Entretanto, 0s mecanismos de reparo em peixes ndo sdo téo eficientes, como acontecem
em mamiferos (ESPINA; WEIS, 1995). Dessa forma, é provavel que tenha acontecido danos ao DNA nos
tratamento (T-02) e (T-03). Os resultados sugerem que eritrocitos de peixes expostos a agentes mutagénicos
presentes em ambientes agressivos estdo suscetiveis de desenvolverem anomalias nucleares, que sao
identificadas eficientemente com aplicacdo do teste de micronGcleos.

CONCLUSOES

As substancias quimicas usadas em tratamento de aguas oriundas de esgotos urbanos, a exemplo do cloro,
podem produzir danos ao DNA de eritrocitos de tilapias do Nilo, ocasionando danos fixos, observados pelo
aumento da freqiiéncia de microndcleos em peixes. Entretanto, o percentual da frequéncia de micronlcleos,
por ndo ter superado o percentual de 0,5 %, apenas sugere riscos de mutagenicidade, mas ndo se verifica um
cenario mutagénico ja implantado.

O aumento de anormalidades nucleares indicativas de danos ao DNA, provavelmente ndo reparados, sugere
etapas apoptoticas do tipo cariorrexe (fragmentagdo nuclear) e do tipo carélise (dissolucdo nuclear). Também
foram observadas nas tilapias do Nilo, cultivadas em esgoto tratado. A eventual presenca de residuos de
compostos clorados no ambiente aquatico, associada com aeracao eletro mecénica do tratamento T-03, pode
ter induzido a formacdo de espécies reativas de oxigénio, com efeitos importantes na ocorréncia de
anormalidades nucleares.

A piscicultura em aguas oriundas de esgotos urbanos tratados, com a eventual presenca de residuos dos
compostos clorados, e a utilizacdo de aeracdo mecénica, deve ser realizada com a devida cautela e
biomonitoramento permanente de genotoxicidade em peixes, com 0 uso de biomarcadores sensiveis, a
exemplo do teste de micronicleos em eritrécitos, que identificam as condi¢fes de mutagenicidade pela
freqliéncia de microndcleos e as anormalidades nucleares, indicativas de apoptose, tais como as cariorrexes e
cariolises. Além disso, os resultados obtidos com a realizagdo do teste de micronlcleo em pescados
produzidos em uma piscicultura possibilitam uma avaliacdo preliminar da qualidade da &gua utilizada nos
viveiros.
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